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論文内容要旨
 近年,網膜疾患に対し新たな治療法として細胞移植が行われているが,視力の改善は必ずしも
 満足のできるものではない。一方,神経栄養因子は視細胞保護効果があることが知られている。
 そこで我々は神経栄養因子遺伝子導入細胞を作製後,網膜下に移植し,その影響と効果を検討し
 た。
 神経栄養因子としてAxokine,脳由来神経栄養因子(BDNF),塩基性線維芽細胞成長因子
 (bFGF)を,レポーター遺伝子としてenhancedgreenfluorescentprotein(eGFP)のcDNA
 をリポフェクション法でラット網膜色素上皮細胞(RPE)に導入し,ベクターの導入を螢光顕
 微鏡で確認した。また,導入RPEでの,それぞれの因子遺伝子の発現をRT-PCR,real-time
 PCRで確認した。さらに,それぞれの神経栄養因子の発現の程度をEnzyme-Linked
 ImmunosorbentAssay(ELISA)でも測定した。ベクターのみ導入のRPEと比べ,神経栄養
 因子遺伝子導入RPEではそれぞれの神経栄養因子の発現増大が見られた。神経栄養因子遺伝子
 導入が,導入されたRPEの主要組織適合抗原MHC-1とMHC-Hの発現に及ぼす影響を
 real-timePCRにて検討した。BDNF遺伝子のRPEへの導入はMHC-1もMHC-IIの発現重)
 誘発しないと考えられた。一方,Axokine遺伝子導入RPEでは,RPEのMHC-1の発現が増
 加し,bFGF遺伝子導入RPEではMHC-Hの発現が軽度上昇した。
 また,それぞれの神経栄養因子遺伝子導入RPE移植後7日目に眼球を固定し,網膜一脈絡膜一
 強膜のフラットマウントを作製し,螢光顕微鏡にてeGFPの螢光を同定し移植細胞の確認を行っ
 た。移植細胞の範囲を計測すると,移植細胞の種類にかかわらず,移植細胞の存在する領域の面
 積に有意な違いはないことを確認した。また網膜断層切片を作製し,同様に螢光顕微鏡で観察す
 ると,移植部位網膜下に螢光で確認できる移植細胞が観察された。BDNF遺伝子導入RPEある
 いはeGFPのみ導入のRPE移植後7日目に,そのラットの網膜全体を回収してeGFP陽性
 RPEをフローサイトメーター(FACS)で回収し,real-timePCRにて測定すると,この
 BDNF遺伝子導入RPE移植群では,eGFPベクターのみ導入のRPE移植群より約2.2倍多い
 BDNF遺伝子の発現がみられ,移植された網膜下でBDNF遺伝子を発現していることが示され
 た。
 また,それぞれのRPEを網膜下に移植し,1週間後にそれぞれのラットより単核球を採取し
 CD8}とCD4」丁細胞の比率(CD87CD4†)を比較した。Axokine遺伝子導入RPE移植群の
 CD8↓/CD4↓は,他群に比べ統計学的に有意差はないものの大きい傾向がみられた。同様にそ
 れぞれのRPEを網膜下に移植後,血清を採取して移植細胞に対する反応をFACSにて測定した。
 Axokine遺伝子導入RPE移植群のラット血清では,他群に対して統計学的に有意な陽性反応が
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 みられた。それ以外の細胞移植ではコントロールと比較して差はなかった。これらより,BDNF
 遺伝子導入RPEはMHC抗原の発現を誘発せず,移植後7日目まででは,宿主の抗体産生も誘
 発しない可能性が示された。
 一方,遺伝子導入RPE移植後,連続光照射を1週間行い,光傷害モデルを作製し,そのラッ
 トの外顆粒層の厚さを測定することにより視細胞の保護効果も検討した。遺伝子非導入RPE移
 植は視細胞の光傷害を抑制すると考えられるものの,神経栄養因子を分泌するRPE移植の方が
 その効果ははるかに大きかった。さらに,神経栄養因子の種類により視細胞の保護効果に違いが
 あり,それは特に,非移植領域の下方網膜で顕著であった。非移植領域のBDNF遺伝子導入
 RPE移植群では他群にはみられない有意な視細胞保護効果が見られた。Axokine遺伝子導入
 RPE移植の移植領域では視細胞保護効果がみられるものの,それ以外の非移植領域ではまった
 く効果が見られず,むしろ遺伝子非導入RPE移植よりも低い可能性が推測された。その効果は
 invitroの結果や宿主の反応より,全身的,局所的免疫反応により影響される可能性が考えられ
 た。
 神経栄養因子遺伝子導入RPEは移植後網膜下で,導入した神経栄養因子を分泌すること,
 Axokine遺伝子導入RPE移植は,宿主の免疫反応を刺激する可能性があること,視細胞保護効
 果は非移植領域まで考慮するとBDNFが最も良好であることを示した。
 一195一
 審査結果の要旨
 眼科学の急激な診断・治療法の進歩にもかかわらず,網膜疾患には依然として難治性のものが
 多く,視細胞変性による失明を防ぐことが出来ない。しかし基礎研究において細胞移植,特に神
 経栄養因子は視細胞保護効果があることが知られている。本研究は神経栄養因子遺伝子導入細胞
 を作製し,網膜下に移植し,その影響と保護効果を検討したものである。
 神経栄養因子としてAxokine,脳由来神経栄養因子(BDNF),塩基性線維芽細胞成長因子
 (bFGF)を,レポーター遺伝子としてenhancedgreenfluorescentprotein(eGFP)のcDNA
 をリポフェクション法でラット網膜色素上皮細胞(RPE)に導入し,ベクターの導入を螢光顕
 微鏡で確認,導入RPEでの,それぞれの因子遺伝子の発現をRT-PCR,rea1-UmePCRで確認
 している。さらに,それぞれの神経栄養因子の発現の程度をEnzyme-LinkedImmunosorbent
 Assay(ELISA)でも測定した。ベクターのみと比べ,神経栄養因子遺伝子導入RPEではそれ
 ぞれの神経栄養因子の発現増大が見られた。神経栄養因子遺伝子導入が,導入されたRPEの主
 要組織適合抗原MHC-1とMHC-IIの発現に及ぼす影響をrea1-timePCRで検討し,BDNFの
 場合両者とも発現がみられなかったという。一方,Axokineの場合MHC-1分子発現が増加し,
 bFGFではMHC-IIが軽度上昇したという。
 また,それぞれの神経栄養因子遺伝子導入RPE移植後7日目に眼球を固定し,螢光顕微鏡に
 てeGFPの螢光を同定と移植細胞の確認と範囲に差が無いことを確認後,網膜断層切片で移植
 部位網膜下に移植細胞を観察している。BDNF遺伝子導入RPEあるいはeGFPのみ導入の
 RPE移植後7日目にeGFP陽性RPEをフローサイトメーター(FACS)で回収し,real-time
 PCRにて測定,BDNF遺伝子導入RPE移植群が,eGFPベクター導入群より約2,2倍多い
 BDNF遺伝子の発現を確認した。また移植個体の単核球を採取しCD8+とCD4+丁細胞の比率
 (CD8+/CD4+)を比較し,Axokine遺伝子導入群のCD8千/CD4は,他群に比べ大きく,
 BDNF遺伝子導入RPEはMHC抗原の発現,宿主の抗体産生誘発がみられないことからもっと
 も安全であることを示した。一方,遺伝子導入RPE移植後,光傷害モデルの外顆粒層の厚さを
 測定することにより視細胞の保護効果も検討した。遺伝子非導入RPE移植に比べ導入RPE移
 植の方がその効果ははるかに大きく,特に,非移植領域の下方網膜で顕著で,非移植領域の
 BDNF遺伝子導入RPE移植群では他群にはみられない有意な視細胞保護効果が見られた。以上
 の結果より神経栄養因子遺伝子導入RPEは移植後網膜下で,導入した神経栄養因子を分泌する
 こと,Axokine遺伝子導入RPE移植は,宿主の免疫反応を刺激する可能性があること,視細胞
 保護効果は非移植領域まで考慮するとBDNFが最も良好であることを示した。
 これらの結果は今後の移植医療の基礎的研究として大変重要であり,指摘された点も改変され
 ており,博士論文として・十分価値あると評価できる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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